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Rezumat 
Studiul a avut ca scop stabilirea ponderii unor profi luri ale metilării promotorului genei p15 (locus CDKN2B) în 
celulele sanguine ale pacienților cu cardiopatie ischemică de origine aterosclerotică prin amplifi carea porţiunilor genice 
cu ajutorul perechilor de praimeri nonmetil-specifi ci şi metil-specifi ci (tehnica MSP). Obiectul studiului l-au constituit 35 
de pacienţi și 35 persoane sănătoase. Concluziile: 1) A fost stabilită corespunderea fenotipului cardiopatie ischemică cu 
metilarea ADN, la nivelul promotorului genei p15 (profi lul MM); 2) Celulele analizate UM, au reprezentat un amestec, 
în care, cele mai multe au conținut ambele molecule de ADN metilate (MM), iar un număr mai mic de celule au inclus fi e 
ambele molecule de ADN nemetilate (UU), fi e o moleculă ADN metilată, iar cealaltă – nemetilată (UM). 
Cuvinte-cheie: cardiopatie ischemică, metilarea ADN, gene-candidat, markeri moleculari
Summary. Frequency of some methylation profi les of p15 gene promoter (locus CDKN2B) in the blood cells 
of pacients with ischemic cardiomyopathy of atherosclerotic origin
The study has the purpose to assess the frequency of some methylation profi les of p15 gene promoter (locus CD-
KN2B) in blood cells of pacients with ischemic cardiomyopathy of atherosclerotic origin by amplifi cation of gene sectors 
with nonmethyl-specifi c and methyl-specifi c primer pairs (MSP technique). Study object: 35 pacients and 35 healthy 
people. Conclusions: 1) It was established the correspondence of the phenotype of ischemic cardiomyopathy with DNA 
methylation in the p15 gene promoter (MM profi le); 2) Investigated UM cells proved to be a mixture with the majority of 
cells contained both methylated DNA molecules (MM) and a smaller amount of cells included both unmethylated DNA 
molecules (UU) or one of the two DNA molecules was methylated and the second one was unmethylated (UM). 
Key words: ischemic cardiomyopathy, DNA methylation, candidate genes, molecular markers     
Резюме. Частоты некоторых профилей метилирования промотора гена p15 (locus CDKN2B) в клетках 
крови у пациентов с ишемческой болезнью сердца атеросклеротического происхождения
Целью данного исследования было установление частоты некоторых профилей метилирования промотора 
гена p15 (locus CDKN2B) в клетках крови у пациентов с ишемческой болезнью сердца атеросклеротического про-
исхождения посредством амплификации генных участков с помощью нонметил-специфических и метил-специ-
фических пар праймеров (MSP технология). Предметом исследования были 35 пациентов и 35 здоровых людей. 
Выводы: 1) Была установлена корреляция между фенотипом ишемии сердца и метилированием ДНК промоторa 
гена p15 (профиль ММ); 2) Исследованные UM клетки представляли собой смесь в которой большинство клеток 
содержали оба метилированных ДНК молекул (ММ), а меньшее количество клеток – одну метилированную моле-
кулу ДНК и вторую неметилированную (UM). 
Ключевые слова: ишемическая болезнь сердца, метилирование ДНК, гены кандидаты, молекулярные 
маркеры   
Introducere. Deşi, în domeniul descifrării meca-
nismelor patogenetice ale cardiopatiei ischemice şi în 
tratamentul ei au fost obţinute succese incontestabile, 
totuşi incidenţa acestei maladii în ţările cu un nivel 
înalt de dezvoltare continuă să deţină primul loc prin-
tre cauzele mortalităţii [1].
Printre factorii care condiționează instalarea și 
progresia cardiopatiei ischemice există, inclusiv, fac-
tori de risc nemodifi cabili (nu depind de schimările 
modului de viață a subiectului), de exemplu, consti-
tuția genetică [2]. Totodată, cercetările din ultimii ani 
în domeniul biologiei moleculare au adus argumente 
majore în favoarea implicării unor factori epigenetici, 
de exemplu a metilării ADN în patogeneza cardiopa-
tiei ischemice [3]. 
In vivo, profi lul metilic al ADN-ului, în unele si-
tusuri, este modifi cabil pe parcursul vieții, iar în altele 
– nemodifi cabil. În afară de aceasta, în dependență de
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țesut, unul și același situs în ADN poate fi  metilat sau 
nemetilat, la un moment dat [4].  
Situsul cromozomial 9p21 este considerat un “hot 
spot” al diverselor maladii umane, fi ind asociat cu ris-
cul înalt al insufi cienței cardiace, infarct miocardic, 
anevrisme ale aortei abdominale, ictusul cerebral, di-
abetul zaharat de tip 2, dar și alte patologii de etiolo-
gie distantă: glaucom, melanom, leucemie, periodon-
tită, boala Alzheimer, endometrioză ș.a. [1, 3].
Genele p16 şi p15 localizate în situsul cromozo-
mial 9p21, codifi că proteine-inhibitoare ale kinazelor 
ciclin-dependente care, la rândul lor, servesc drept re-
glatori ai fosforilării proteinei pRb [5, 6].
Rezultatele cercetărilor confi rmă faptul că în sta-
re nemetilată, la nivelul promotorului, gena p15 este 
activă, determinând sinteza intracelulară a CDKN2B. 
Prin intermediul acestei molecule, gena dată poate 
contribui la susținerea proliferării celulelor muscula-
re netede ale peretelui vascular și, prin urmare, a for-
mării plăcilor ateromatoase [3]. Unele din aceste ce-
lule musculare ale peretelui mediu vascular, în timpul 
proceselor aterogenetice, pot migra în stratul intima 
al peretelui vascular [7], iar de aici, pot pătrunde în 
fl uxul sanguin [8] și, asftel, pot fi  recuperate în timpul 
recoltării sângelui venos. 
În vederea stabilirii markerilor metil-ADN candi-
dați ai evenimentelor acute ale cardiopatiei ischemi-
ce, în cercetarea prezentă, am analizat statutul metilic 
al genei p15, în sânge venos, la 35 pacienți cu car-
diopatie ischemică. Se poate presupune că variaţiile 
în rata formării sau nivelul proteinelor-inhibitoare 
ale kinazelor ciclin-dependente, drept rezultat al mo-
difi cărilor metilării secvenței ADN, corespunzătoare 
genei p15, vor duce la modifi cări ale funcției de pro-
liferare a elementelor peretelui vascular. Astfel, am 
putea include sau exclude gena p15 în/din lista de ge-
ne-candidat ale iniţiererii sau progresiei cardiopatiei 
ischemice.
Scopul lucrării a fost stabilirea ponderii unor 
profi luri ale metilării promotorului genei p15 (locus 
CDKN2B) în celulele sanguine ale pacienților cu car-
diopatie ischemică de origine aterosclerotică.
Material şi metode. Obiectul studiului l-au con-
stituit 35 de pacienţi (lot de studiu), vârsta medie 57 
ani, cu diagnosticul clinic de cardiopatie ischemică, 
confi rmată prin testele specifi ce instrumentale (ECG, 
EcoCG şi coronarografi e), care s-au afl at sub obser-
vaţie în următoarele instituţii medicale: Clinica Car-
diologică Republicană, Spitalul Clinic Republican, 
Clinica Spitalului Militar.
Lotul de control, la fel, a fost constituit din 35 de 
persoane cu vârsta medie 57 ani, fără maladii cardio-
vasculare, fapt care s-a verifi cat prin culegerea anam-
nezei, examinarea clinică şi efectuarea ECG.
Medoda de laborator, utilizată în cercetarea dată, 
a fost evidenţierea metilării ADN la nivelul promoto-
rului genei p15 prin tratarea ADN cu bisulfi t de sodiu 
(conversia citozinei nemetilate în uracil) şi amplifi ca-
rea porţiunilor genice cu ajutorul perechilor de prai-
meri nonmetil-specifi ci şi metil-specifi ci prin tehnica 
MSP (Methylation Specifi c Polymerase Chain Reac-
tion).
Componentele mixturii pentru reacţia de amplifi -
care în lanţ a ADN-ului, conținând uracil:
- apă deionizată sterilă - volum variabil;
- tampon PCR 1× (Fermentas) – 5 μl soluţie 10×; 
- dNTPs câte 0.2 mM/L din fi ecare tip – 5 μl so-
luţie 2mM; 
- praimeri: p15 U(s), p15 U(as) - 300 ng fi ecare / 
praimeri: p15 M(s), p15 M(as); 
- Taq ADN-polimeraza – 1,25 U/50 μl, volum va-
riabil;
- MgCl2 - 3 mM/L – 6 μl soluţie 25 mM;
Volumul amestecului de mai sus: 40 μl  
- ADN modifi cat prin conversie ≈50 ng, 10 μl 
ADN soluţie 5 ng/μl
Volumul total al  amestecului: 50 μl. 
Alte metode şi accesorii au fost specifi ce fi ecărei 
etape de lucru, după cum urmează: recoltarea sân-
gelui venos în eprubete cu anticoagulant K3EDTA; 
extracţia ADN genomic uman din sânge cu protocol 
Qiagen Blood Mini [9]; modifi carea ADN-ului prin 
conversia citozinei în uracil cu protocol Qiagen Epi-
Tect Bisulfi te Kit [10]; amplifi carea prin tehnica MSP 
a ADN-ului conţinând uracil, a fost îndeplinită cu 
termocycler Crocodile III Appligene, protocol PCR 
Fermentas şi praimeri descriși anterior de Herman J. 
și echipa sa [11] (Tabelul 1).
Tabelul 1
Secvențele praimerilor corespunzători 
promotorului genei p15
Praimer Secvență
p15U(s) 5′- TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT- 3’
p15U(as) 5′- CCATACAATAACCAAACAACCAA- 3’
p15M(s)   5′- GCGTTCGTATTTTGCGGTT -3’
p15M(as) 5′- CGTACAATAACCGAACGACCGA -3’
Analiza produşilor de amplifi care a fost efectuată 
în gel de agaroză Amresco, tip I (2,0%) în soluţie TBE 
(1×), marker ADN pentru greutatea moleculară 98 pb 
şi 95 pb; vizualizarea produşilor de amplifi care - prin 
transiluminare (312 nm) şi documentarea - prin foto-
grafi ere. 
Rezultate şi discuţii. Analiza electroforetică a 
porțiunilor ADN amplifi cate, după conversia EpiTect 
a ADN-ului genomic, din sânge venos, a permis evi-
dențierea epigenotipurilor UU, UM, MM corespun-
zătoare promotorului genei p15 (statutul U/M). 
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Astfel, în lotul martor a lipsit profi lul MM-p15 
(tabelul 1, fi gura 1), sugerând faptul că, nefi ind in-
activată prin metilare, gena p15 a blocat proliferarea 
celulelor analizate, la toate persoanele sănătoase in-
vestigate. 
În lotul pacienţilor cu cardiopatie ischemică, pro-
fi lul MM dat s-a înregistrat în 14,3% din cazuri (ta-
belul 1, fi gura 2), gena p15 susținând proliferarea ce-
lulelor peretelui vascular. La cei 5 pacienți (14,3%), 
toate moleculele de ADN (din specimenul de sânge 
analizat) s-au dovedit a fi  metilate la nivelul promo-
torului genei p15.
Teoretic, profi lul p15-UU, cuprinde cazurile în 
care gena p15 este activă în toate celulele analiza-
te, blocând proliferarea acestora. În cadrul studiului 
dat, am regăsit o corespundere fenotipică în loturile 
analizate. Spre deosebire de rezultatele obținute la 
persoanele sănătoase, la care profi lul p15-UU a fost 
înregistrat în 17 (48,6%) cazuri, în rândul pacienților 
cu cardiopatie ischemică, profi lul p15-UU a fost iden-
tifi cat în 11 (31,4%) cazuri, adică mai puțin cu 17,2%. 
 Dacă considerăm faptul că nu doar profi lul 
p15-UU, dar și p15-UM cuprinde subiecții la care 
gena p15 este activă (cel puțin în unele molecule de 
ADN din specimenele analizate, în cazul profi lului 
UM), atunci și această abordare susține ipoteza că 
gena p15 blochează sau diminuează proliferarea ele-
mentelor pereților vaselor sangvine, preponderent la 
persoanele sănătoase (35/65 versus 30/65, tabelul 2).
Tabelul 2
Distribuţia statutului metil-ADN în lotul martor și 







UU 17 (48,6%) 11 (31,4%)
UM 18 (51,4%) 19 (54,3%)
UU+UM 35 30
65
MM 0 5 (14,3%)
Doar în cazul profi lului p15-UM, examinat se-
parat de alte profi luri, nu se regăsește corespunderea 
directă a principiului: gena activă reprezintă prepon-
derent status-ul fenotipic sănătos. Ponderea profi lu-
lui p15-UM în lotul martor a constituit 51,4%, iar la 
pacienții cu cardiopatie ischemică – 54,3%. Aici, o 
explicație ar fi  aceea că profi lul electroforetic UM 
obținut de noi, nu reprezintă statutul unei celule în 
care o moleculă ADN ar fi  metilată, iar cealaltă – nu, 
ci, mai probabil, celulele analizate, au reprezentat un 
amestec, în care, cele mai multe au conținut ambele 
molecule de ADN metilate (profi lul MM, exercitând 
același efect de supresie a activității genei p15), iar 
un număr mai mic de celule au inclus fi e ambele mo-
lecule de ADN nemetilate (UU), fi e o moleculă ADN 
metilată, iar cealaltă – nemetilată (UM). Acest număr, 
relativ mic, de celule (UU și UM), deși cu activitate 
a genei p15, nu au realizat efectul fenotipic fi nal de a 
menține proprietățile permisive pentru fl uxul sanguin 
ale arterelor coronariene, la același nivel ca și la per-
soanele cu statut UU în majoritatea celulelor pereților 
vaselor sanguine.         
  
Figura 1. Distribuția profi lurilor metil-ADN în lotul 
martor
Figura 2. Distribuția profi lurilor metil-ADN în lotul pa-
cienților cu cardiopatie ischemică
Pentru a elucida cu exactitate care elemente ale 
pereților vaselor sangvine, dar și care este numărul 
celulelor în fi ecare subtip UU, UM, MM din pereții 
arterelor coronariene, atât la persoanele fără cardio-
patie ischemică, cât și la pacienții cu această maladie, 
este necesar de a aplica metode performante de labo-
rator, inclusiv: coronaroangiografi a, analiza citogene-
tică, microdisecția țesuturilor și analiza profi lului me-
tilic al ADN-ului unei celule, pentru a stabili statutul 
metilic al fi ecărei molecule de ADN ale celulei date, 
dar și metode alternative de evidențiere a metilării 
ADN, pe lângă tehnica MSP.
Concluzii:
1. A fost stabilită corespunderea fenotipului car-
diopatie ischemică cu metilarea ADN, la nivelul pro-
motorului genei p15 (profi lul MM).
2. Celulele analizate UM, au reprezentat un 
amestec, în care, cele mai multe au conținut ambele 
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molecule de ADN metilate (MM), iar un număr mai 
mic de celule au inclus fi e ambele molecule de ADN 
nemetilate (UU), fi e o moleculă ADN metilată, iar 
cealaltă – nemetilată (UM).  
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